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glucose  import  via  the  phosphotransferase  system. While  the  regulatory  functions  of CcpA  in 
Staphylococcus  aureus  are  largely known,  little  is  known  about  the  function  of HPr  in CCR  and 
infectivity. To address this knowledge gap, ptsH mutants were created in S. aureus that either lack 
the open reading  frame or harbor a ptsH variant carrying a  thymidine  to guanosine mutation at 
position  136,  and  the  effects  of  these  mutations  on  growth  and  metabolism  were  assessed. 













of  nosocomial  infections  in  which  central  metabolism  and  infectivity  are  linked  by 
numerous regulatory factors,  including  the catabolite control proteins A  (CcpA) and E 
(CcpE), CodY, Rex, RpiRc, and SrrAB  [3]. CcpA, a member of  the GalR‐LacI repressor 
family  [4],  is  thought  to  be  the major  factor  regulating CCR  in  S.  aureus  by  binding 
catabolite‐responsive element  (cre) sequences of  target genes  [5]. Depending on  the cre 
sequence location in the promotor region, the binding of CcpA results in either activation 












































15  (P‐His‐HPr)  by  E1,  using  the  glycolytic  intermediate  phosphoenolpyruvate  as  the 
phosphate  donor.  The  phosphate  group  is  transferred  to  the  substrate  by  EII, which 
translocates  and  phosphorylates  the  sugar  into  the  cell  at  the  same  time.  Activated 























S.  aureus  strains were  grown  in  tryptic  soy  broth  (TSB)  containing  0.25%  (w/v) 
glucose  (BD,  Heidelberg,  Germany)  or  on  TSB  plates  containing  1.5%  agar  (TSA). 







OD2  being  the  OD  calculated  from  the  exponential  growth  phase  at  time  t1  and  t2, 
respectively. The generation time of each strain was determined using the formula ln 2/μ. 
2.3. Mutant Construction 
For  the  S.  aureus  ptsH  deletion mutants,  1.4‐  and  1.1‐kb  fragments  (nucleotides 
1053472‐1054838  and  1055049‐1056169  of  GenBank  accession  no.  AP009351.1, 
respectively), containing the flanking regions of the ptsH open reading frame (ORF), were 
amplified by PCR from chromosomal DNA of S. aureus strain Newman using primer pairs 







pBT ptsH KO. Plasmid pBT ptsH KO was propagated  in E.  coli  strain DC10B  [28] and 






with  a Cre  recombinase  expressed  from  the  temperature‐sensitive  vector pRAB1  [29], 













































For  the  cis‐complementation  of  the  ΔptsH::lox72  mutants,  a  1‐kb  fragment 
(nucleotides 1055996‐1056973 of GenBank accession no. AP009351.1) of  the C‐terminal 
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region  of  the  ptsI ORF  and  the  annotated  terminator  region  of  the  ptsHI  operon was 
amplified  by  primers  MBH‐427/MBH‐428  (Supplementary  Table  S1),  digested  with 
EcoRI/KpnI  and  cloned  into  EcoRI/KpnI‐digested  suicide  vector  pBT  [27]  to  generate 
plasmid pBT  ‘ptsI. The plasmid was electroporated  into S. aureus strain RN4220, and a 
tetracycline‐resistant RN4220 derivative that integrated pBT ‘ptsI in its chromosome at the 
ptsI  locus was used as donor  to phage‐transduce  the  tet(L)‐tagged  ptsI  allele  into Nm 
ΔptsH and SA113 ΔptsH, respectively, thereby replacing the ptsH::lox72 deletion with the 
ptsI::pBT ‘ptsI genomic region containing a functional ptsHI operon. 










with  T4  DNA‐ligase.  The  ~1.7‐kb  ligation  product  was  gel‐purified,  digested  with 
KpnI/PstI, and cloned into KpnI/PstI‐digested pBT to generate plasmid pBT ptsH1 (Table 
1).  Presence  of  the  T136G  exchange  in  ptsH*  harbored  by  plasmid  pBT  ptsH1  was 
confirmed by sequencing, the plasmid propagated in E. coli strain DH5α, electroporated 
into  RN4220  ΔptsH,  and  selected  for  tetracycline‐resistance.  A  tetracycline‐resistant 
RN4220 derivative  that  integrated pBT ptsH1 at  the ptsHI  locus was used as donor  to 
transduce the tet(L)‐tagged ptsH* allele into the ΔptsH mutants. 












supernatants  were  removed,  pH  measured,  and  stored  at  −20  °C  until  further  use. 
Glucose, acetate, and ammonia concentrations were determined with kits purchased from 
R‐Biopharm (Pfungstadt, Germany) and used according to the manufacturer’s directions. 
The  metabolite  concentrations  were  measured  from  at  least  three  independent 
experiments. 
2.6. Biofilm Assays 






safranin‐stained  (30  sec  with  0.1%  safranin;  Merck,  Darmstadt,  Germany)  and  the 











of  0.75  %  (w/v),  attached  to  a  peristaltic  pump  (Ismatec  REGLO  Digital;  Postnova, 
Landsberg am Lech, Germany) and inoculated with 0.5 mL of the bacterial cultures. Thirty 
minutes  after  inoculation,  the  flowrate was  set  to  0.5 mL/min  and  chamber.  Biofilm 
formation was visually documented at different times. 
For  the  assessment  of  biofilm  formation  on  medical  devices  under  dynamic 
conditions, peripheral venous catheter (PVC, Venflon Pro Safety 18 G; BD) fragments of 1 
cm length were placed into reaction tubes filled with 1 mL of TSB and inoculated with 5 × 
105  CFU  of  TSB‐washed  bacterial  cells  obtained  from  exponential  growth  phase 
(inoculation of TSB from overnight cultures to an OD600 of 0.05 and incubation for 2.5 h at 
37  °C  and  225  rpm).  The  PVC  fragments were  incubated  under  non‐nutrient  limited 
conditions for five days at 37 °C and 150 rpm, and the media were replaced with fresh 


















All  animal  experiments were performed with  approval of  the  local  State Review 
Board of Saarland, Germany (project identification codes 60/2015 [approved 21.12.2015], 
and 34/2017 [approved 09.11.2017]), and conducted following the national and European 








and  weight  of  mice  was  monitored  daily,  and  four  days  post‐infection,  mice  were 
sacrificed, and livers and kidneys were removed. The bacterial loads in liver and kidney 
tissues were determined by homogenization of weight‐adjusted organs in PBS (pH 7.4), 
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followed by  serial dilutions on  sheep blood  agar plates  and plate  counting  after  24 h 
incubation at 37 °C. 
For the S. aureus based murine foreign body infection model, implantation of catheter 
fragments  and  infection  of  animals  was  carried  out  as  described  [36],  with  minor 
modifications:  8‐  to  12‐  week‐old  female  C57BL/6N  mice  (Charles  River)  were 






ethanol  (70  %)  and  1  cm  catheter  fragments  (PVC,  14G,  Sarstedt)  were  implanted 
subcutaneously  and  inoculated with  1  ×  104  CFU  of  the  respective  S.  aureus  strains. 
Wounds  were  closed  with  staples  (Fine  Science  Tools,  Heidelberg,  Germany)  and 
anesthesia was antagonized with 1.2 mg/kg body weight naloxone (Inresa, Freiburg im 
Breisgau, Germany),  0.5 mg/kg  flumazenil  (Inresa)  and  2.5 mg/kg  atipamezole  (Orion 




1200  E; Kinematica,  Eschbach, Germany),  and  biofilms were  detached  from  the  PVC 
fragments and resolved by sonification (50 watt for 5 min) followed by vortexing (1 min). 




The  statistical  significance  of  changes  between  groups was  assessed  by  one‐way 
ANOVA  followed  by  Holm‐Sidak’s  post‐hoc  tests  for  experiments  containing  ≥  5 




To determine  if  inactivation of  ptsH  in S.  aureus  leads  to  changes  in growth  and 
carbon catabolism, mutants were constructed in the S. aureus laboratory strain Newman 
(Table 1) and growth and physiology were assessed (Figure 1). In detail, a mutant lacking 
ptsH  (ΔptsH) was  constructed  and  cis‐complemented  (ptsH::ptsH),  and  a  ΔccpA  ptsH 
double mutant was  created  (ccpA_ptsH).  In addition, a ptsH mutant harboring a point 
mutation  in  the  ptsH  gene  (T136G)  leading  to  the  substitution  of  serine  to  alanine  at 
position 46 of HPr (HPr‐S46A) was constructed (ptsH*). The phosphorylation at this amino 
acid  represents a known prerequisite  for HPr  to activate CcpA  in other gram‐positive 
bacteria (14), while its activity in the phosphotransferase uptake system (PTS) should be 


















Newman  (black  symbols), Nm  ptsH  (white  symbols), Nm  ptsH::ptsH  (grey  symbols), Nm  ptsH* 
(yellow symbols), Nm ccpA (red symbols), and Nm ccpA_ptsH (blue symbols). The results are the 
mean ± SD of at least five independent experiments. (b) OD600 readings of the cell cultures at 2, 5, 
and 12 h of growth,  respectively. The data  are presented as box and whisker plot  showing  the 
interquartile range (25–75 %, box), the median (horizontal line), and the standard deviation (bars) 






















interference with HPr phosphorylation, delays growth  and medium  acidification  to  a 
greater  extent  than  does  deletion  of  ccpA.  In  addition,  the  small  differences  in 






complemented  ptsH mutant  (ptsH::ptsH) depleted all  available glucose  in  the medium 
within the first 5 h of cultivation (Figure 2a). In contrast, glucose depletion in ptsH and 
ccpA_ptsH mutant  cultures was  severely delayed,  and  low  concentrations of glucose 
were still detectable in culture supernatants even after 10 h of growth. In ccpA and ptsH*   












medium,  the maximum concentrations differed; specifically,  the wild  type and  the cis‐




between  those  two  extremes  (Figure  2b).  At  7–8  h  post  inoculation,  acetate  levels 
decreased  in  the  supernatants of all  cultures,  irrespective of  the  fact  that glucose was 
present in ptsH and ccpA_ptsH mutant cultures (Figure 2a). 





ammonia  concentrations  (Figure 2c).  In  contrast,  cultures of  strains Nm ptsH and Nm 
ccpA_ptsH began to accumulate ammonia beginning at 3 h of cultivation. Interestingly, 










glucose  and  acetate)  comparable  to  the  ccpA mutant, while  some  alterations  in  the 
growth profile, generation time, and ammonia secretion were observed. Importantly, after 
12 h of growth,  the biomass of S. aureus Newman was  independent of  ccpA and ptsH, 
suggesting that S. aureus has other means to utilize carbon sources in the growth medium. 
Specifically,  ptsH  mutants  were  able  to  utilize  glucose  from  the  growth  medium—
although much slower  than  the wild  type—demonstrating  that S. aureus can  transport 






























mutants produced significantly  lower  levels of pckA mRNA  than  the wild  type at 8 h, 
suggesting that pckA transcription is affected by HPr at later growth stages in a way that 
is independent of CcpA. This differed from the results for citB in which all ptsH mutants 
(ptsH,  ptsH*,  and ccpA_ptsH)  had  comparable  transcript  levels  to  that  of  the ccpA 
mutant and the wild type after 8 h of growth. The fact that the ptsH* mutant produced 
pckA  transcript  levels  similar  to  the  ptsH mutant,  but  not  similar  to  the  ccpA mutant 
suggests  that HPr phosphorylated at serine 46 acts  in part  independent of CcpA. This 
observation is consistent with that found in other gram‐positive bacteria, where the serine 
46‐phosphorylated HPr  exerted  effects  on CCR  via CcpA  and  inducer  exclusion  [40]. 
However, it cannot be excluded that differences in pckA transcription between the ptsH* 




CcpA  represses  transcription  of  hla  during  the  exponential  growth  phase when 
bacteria are cultured in presence of glucose [15,16]. Similarly, levels of hla mRNA from 
the  exponentially  growing  ccpA mutant  and  all  ptsH mutants  (Figure  3c) were  de‐
repressed, while  the  cis‐complemented  ptsH  deletion mutant  produced  hla  transcript 
levels that were comparable to the wild type. During the post‐exponential growth phase, 





























Under  static  conditions,  the  ptsH  and  ccpA_ptsH mutants  of  SA113  displayed 
drastic decreases in their biofilm formation capacities on polystyrene surfaces, whereas 

















form  a biofilm under  static  and  flow  conditions, we  observed  significantly decreased 
levels of icaA transcripts in the ptsH deletion mutant relative to the wild type and the cis‐




studied  the ability of SA113 and  its derivatives  to  form biofilms on peripheral venous 
catheter (PVC) fragments under non‐nutrient limited conditions (Figure 5).   
 










Using  this  assay,  a  strong  biofilm  was  macroscopically  detectable  on  catheter 





















infection  model.  Catheter  fragments  were  implanted  subcutaneously  into  the  back  of 
normoglycemic mice and inoculated with cells of S. aureus strains SA113 (black symbols), its ptsH 
deletion  mutant  (white  symbols),  and  the  cis‐complemented  ptsH  mutant  (grey  symbols), 
respectively (n = eight animals per group). Ten days post infection, animals were euthanized, edema 
sizes around the implanted catheters were measured (a), and the catheters and surrounding tissues 
were  explanted.  Bacterial  loads  from  catheter  detached  biofilms  (b)  and  in  surrounding  tissue 
homogenates  (c)  were  determined  by  CFU  counting.  The  data  represent  the  values  of  every 
individual animal (symbols) and the median (horizontal line). **, p < 0.01 (one‐way ANOVA and 
Holm‐Sidak’s multiple comparison test). 






type  bacteria  or  the  cis‐complemented  ptsH  derivative.  In  contrast,  no  significant 
differences in bacterial loads of tissues surrounding the catheter fragments were obtained 
(Figure  6c). These  findings  suggest  that HPr, unlike CcpA, has a  small but  important 
function on the biofilm formation capacity of PIA producing S. aureus in normoglycemic 













ptsH*  mutant  (yellow  symbols),  the  ΔccpA_ptsH  double  mutant  (blue  symbols),  and  the  cis‐
complemented  ptsH  derivative  (grey  symbols),  respectively.  Bacterial  loads  in  liver  tissue 
homogenates were determined four days post infection. The data display the median (horizontal 
lines) and individual values of every animal (dots; n = 8–10 animals per group). **, p < 0.01 (one‐way 









mice, demonstrating  that the decreased CFU rates determined  in  liver tissues of ptsH 
infected mice were due to the lack of HPr. Notably, mice challenged with the ptsH* mutant 
carrying the S46A exchange  in HPr also caused an almost ~4  log reduction  in bacterial 
loads in liver tissue (median 2.1 × 104 CFU/g tissue), suggesting that both, the deletion of 
ptsH and a mutation of serine 46 of HPr, alter  the virulence of S. aureus  in  this murine 
infection model  in a CcpA‐independent manner. The  lowest CFU  rates  in  liver  tissues 







Central  carbon metabolism  and virulence  factor  synthesis  are  tightly  linked  in S. 
aureus  and  controlled  by  several  transcription  factors  [3]. Notably,  CcpA  is  the  only 
transcription  factor  known  to  enhance  infectivity  of  S.  aureus  [6,24,25],  while  other 
regulators such as CcpE, CodY, and RpiRc are thought to attenuate rather than to promote 
infectivity  of  this  bacterium  in mice  [33,44–47]. We  show  here  that HPr  contributes 
positively  to  infectivity  of  S.  aureus  in mice,  presumably  by  affecting  central  carbon 
metabolism  and  virulence  factor  synthesis  in  a  CcpA‐dependent  and  ‐independent 
manner. These effects are likely mediated through changes in sugar transport and carbon 
metabolization that alter biofilm formation [24]. It is also possible that HPr in S. aureus 
acts  like  the HPr homolog of E.  coli  to modulate quorum  sensing by  interacting with 
autoinducer‐2  (AI‐2) modifying  factors  [48]. Given  the  importance  of HPr  on  biofilm 
formation and virulence  in S. aureus,  this phosphocarrier protein could be a promising 
drug target for the development of novel anti‐staphylococcal compounds. 
Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2076‐
2607/9/3/466/s1, Table S1: Primers used in this study. 
Author Contributions: Conceptualization, M.B., R.G., and G.A.S.; methodology, L.P., E.‐L.B., and 
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Supplementary Table 1: Primers used in this study. 
Primer Direction Sequence (5’-3’) 1 
Cloning primer   
MBH20 Rev gtcggtacCTCCACCTATATCTAAAGTACG 
MBH86 For. GGTGTTATGAGCCTTGGTG 
MBH94 Rev. ctcgaaTTCCATAATTACATTTCTCCTTCG 
MBH112 For. gtcggtACCTTGAAGATGGTTTGATGAC 
MBH113 For. gtcggatCCATTCAAGCAATCAGTGATGTC 
MBH114 Rev. ggatctAGAATGGATTCATTTCTTCAGGC 
MBH427 For. gtcgaattCTGAGTTTTTATATATGGGTCGTG 




MBH485 For. GAATTATGTCTGCAGCAGCAATTCAAGGTAGTC 
qRT-PCR primer   
citB For. CAAGATCATCAAGTGCCTATTCGT 
citB Rev. CGTGATTACCACGTCTTGAACC 
gyrB For. GACTGATGCCGATGTGGA 
gyrB Rev. AACGGTGGCTGTGCAATA 
hla For. AACCCGGTATATGGCAATCAACT 
hla Rev. CTGCTGCTTTCATAGAGCCATTT 
icaA For. CTGGCGCAGTCAATACTATTTCGGGTGTCT 
icaA Rev. GACCTCCCAATGTTTCTGGAACCAACATCC 
pckA For. CACGGCTGGAATAAAAACGG 
pckA Rev. TGCATAGCAGCCACCTTCG 
1 Small letters represent nucleotides that do not fit with the target sequence. Restriction sites used for 
cloning are underlined. 
 
 
 
